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Biostatistische Auswertung von DNA-Banden-
mustern in Fallen strittiger Identitat oder Bluts-
verwandtschaft

K. Hummel,
Institut fiir Blutgruppenserologie,
Postfach 880, 7800 Freiburg

Bei strittiger Identitat empfiehlt es sich, eine Identitatswahr-
scheinlichkeit auszurechnen:

W, (SLS, Banden  A,B) 1/ [1 + 2f(A){(B)];
Frequenz von Bande A,
f(B) = Frequenz von Bande B.
W, (SLS, nur Bande A) =1/ [1 + {(A)3;
W, (MLS) =a; a = mittlere Bandenfrequenz;
i = Zahl Ubereinstimmender sichtbarer Ban-
den.
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Will man bei MLS-Bandenmﬁstem auch die nicht sichtbaren
Banden mit beriicksichtigen, gilt

W, (MLS) = 1/ [1 + a@l(1-a)N°*"] ;

N,, = Va ; n = mittlere Anzahl Banden pro Person; a = n/N;
N = Anzahl der von der Sonde erfaBBten Banden (ausgezahlt).

Indem die Abhangigkeit der Banden wegen Zugehérigkeit zu
gemeinsamen Loci nicht beriicksichtigt ist, erhalt man gegen-
tiber der Realitét in aller Regel etwas zu niedere W (MLS)-
Werte.

Bei strittiger Blutsverwandtschaft kann das Band-sharing-
Verfahren zu Fehlinformationen fiihren,

a) weil die Bandenfrequenz nicht berﬁcksichtigt wird,
b) weil im Terzettenfall die Mutter nicht miteinbezogen ist,

c) weil evil. Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Be-
teiligten (Mutter-PV; PV-MV; Mutter-MV u. a) auBer Be-
tracht bleiben,

d) weil Extrabanden beim Kmd nicht mit eingerechnet wer-
den kénnen.

Zur Auswertung von Defizienzféllen eignet sich das Verfahren
Uberhaupt nicht.

Statt der Band-sharing-Methode benutzt man fiir SLS-Ban-
denmuster den Ansatz von Essen-Méller bzw. - in komplizier-
ten Falien - den Kinship-Algorithmus von Jhm und Hummel
(1975); auf MLS-Bandenmuster wendet man das Modell der
multiplen Diallelie (von Hummel et al. 1989) an und wertet
unter Benutzung der Essen-Moller-Formel bzw. des Kinship-
Algorithmus aus. Die so erhaltenen W-Werte sind wegen nicht
beriicksichtigter pameller Abhangigkeit der Banden im Ver-
gleich zur Realitat in aller Regel etwas zu niedrig.
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Methodische Probleme bei der biostatistischen
Auswertung von DNA-Befunden

R. Fimmers, M. P. Baur,
Institut fir Medizinische Statistik, Dokumentation und
Datenverarbeitung der Universitét Bonn

DNA-Ponmorphismen entstehenim wesentlichen durch das
Zusammenwirken einer DNA-Sonde und eines Restriktions-
enzyms. Interessant fir die Abstammungsbegutachtung sind
dabei Polymorphlsmen die durch die unterschiedlich haufige
Wiederholung einer mehr oder weniger gleichen Basense-
quenz entstehen. Diese sogenannten VNTRs haben einen
sehr hohen Polymorphiegrad. In Abhangigkeit von der Ei-
genschatft der benutzten Sonde, an einer oder an mehreren
Stellen im menschlichen Genom zu hybridisieren, unter-
scheidet man zwischen genortspezifischen Sonden (SLP,
single locus probes) und den MLPs (multi locus probes). Aus
methodischer Sicht lassen sich die SLPs wesentlich einfa-
cher behandeln als die MLPs, da Probleme, die bei der
Auswertung von SLPs auftreten, in natlrlicher Weise auch
Problem der MLPs sein missen.

Ein SLP kann wie ein Genort mit einem kodominanten
Erbgang behandelt werden. Das einzige Problem besteht
darin, die Frequenzen der unterschiedlichen Fragmente
abzuschétzen. Um dies sinnvoll machen zu kénnen, ist es
notwendig, die Messung der Fragmentlangen reproduzier-
bar zu gestalten. Wenn Populationsfrequenzen von mehre-
ren Laboratorien benutzt werden sollen, ist es notwendig, die
Vergleichbarkeit der Fragmentlangenbestimmungen zwischen
den einzelnen Laboratorien sicherzustellen. Neben der Stan-
dardisierung der MeBmethode bieten hier Transformations-
verfahren, die die Lauflangen der Fragmente mit Hilfe von
molekularen Gewichtsmarkern in KB-Werte umrechnen, ein
wichtiges Hilfsmittel.

Die Probleme, die im Zusammenhang mit den MLPs disku-
tiert werden, liegen auf einer anderen Ebene. Hier ist schon
die Methode, nach der eine Vaterschaftsentscheidung ge-
troffen wird, fraglich. Offensichtlich haben MLPs einen sehr
hohen Informationsgehalt. Eine qualitative Entscheidung fir
oder gegen Vaterschaft ist im einfachsten Fall leicht zu
treffen. Man kann versuchen, solche Entscheidungsstrate-
gien zu formalisieren. Stichworte sind hier “Anzahl von Aus-
schluBbanden” und “Bandsharing”. Schwieriger wird es, wenn
bei NichtausschiuB die Vaterschaftsplausibilitat durch stati-
stische KenngréBen beschrieben werden soll. Das prinzipiel-
le Probiem liegt darin, daB die Zusammensetzung der MLPs
(aus SLPs) normalerweise nicht bekannt ist. Damit 148t sich
die Genetik nicht formal beschreiben. Um zu Zahlenwerten
zukommen, ist es notwendig, vereinfachende Annahmen zu
machen. Methoden, wie sie von Ewett und Hummel vorge-
schlagen werden, nehmen die Unabhéngigkeit der einzelnen
Banden des zu einem MLP gehérigen Bandenmusters an.
Das bedeutet implizit, daB die Banden an verschiedenen
Positionen nicht von einem Genort und nicht von gekoppel-
ten Genorten stammen diirfen. Zusammen mit der Abschét-
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zung einer globalen Bandenfrequenz und der Auswertung
“leerer” Bandenpositionen fiihren diese Vorgehensweisen zu
Ergebnissen (W-Werten, Vaterschaftsindices), die von den
wahren Werten in nicht kontrollierter Form abweichen.

Biostatistische Analyse der Multilocus
Minisatelliten DNA Sonde MZ 1.3+

P. M. Schneider', R. Fimmers?, Ulrike Schacker', Ch. Rittner'
'Institut fir Rechtsmedizin, Am Pulverturm 3, 6500 Mainz
2Institut fur Medizinische Statistik, Sigmund-Freud-Str. 25, 5300 Bonn 1

Die Minisatelliten-DNA-Sonde MZ 1.3 erkennt hypervariable
genomische Restriktionsfragmentmuster zur Darstellung des
sog. “genetischen Fingerabdrucks”. Sie ist sowohl zur Ab-
stammungsbegutachtung als auch zur Untersuchung von
Blut- und Spermaspuren bei forensischen Fragestellungen
geeignet. Die Sonde kann sowohl radioaktiv mit %P als auch
nichtradioaktiv im Digoxigenin-System (B.E.S.T. Probe MZ
1.3) verwendet werden.

Zur Etablierung der biostatistischen Grundlagen von MZ 1.3
und zur Uberprifung der Verwendbarkeit in Abstammungs-
fallen wurde eine populationsgenetische Studie zusammen

mit elf Laboratorien’ durchgefiihrt. Ziel der Studie war u. a. die .

Feststellung der Mutationsrate pro Meiose, die Bestimmung
der Haufigkeit von Fragmenten in den verschiedenen Gro-
Benklassen, die Feststellung der durchschnittlichen “band
sharing”-Frequenzen firr Verwandte und Unverwandte sowie
eine Abschatzung der Anzahl beteiligter Genorte. Es wurden
mitder Digoxigeninmarkierten Sonde (iber 1500 Einzelperso-
nen typisiert, iberwiegend aus Abstammungsféllen und aus
GroBfamilien. Die Ergebnisse wurden durch Ablesung der
jeweiligen Fragmentpositionen erfaBt und mittels Computer-
analyse statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse werden zur
Verbesserung der Standardisierung von Methoden und
Musterinterpretation beitragen und die Grundlagen zur Ver-
wendbarkeit von Multilocus-Sonden in Abstammungsfallen
etablieren.
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Populationsgenetische Untersuchungen mit 5
locusspezifischen DNA-Minisatellitensonden

L. Henke, J. Henke, K. Hoffmann, S. Cleef, M. Zakrzewska, |. Kops
Institut fir Blutgruppenforschung,
Otto-Hahn-Str. 39, 4000 Disseldorf 13

Mit Hilfe der Sonden MS1, MS31, MS43, G3 und YNH24
wurden Hinf-Polymorphismen der Loci D1S7, D7S21, D12S11,
D7S22 und D2S44 untersucht.

Inden jeweiligen Enzym/Sonden-Kombinationen wurden ca.
1500 - 2300 Restriktionsfragmente dargestelit, deren GréBe
(in Kilobasenpaaren) gemessen sowie die Haufigkeitsvertei-
lung ermittelt. 600 - 750 Meiosen konnten analysiert und die
jeweiligen Mutationsraten errechnet werden. Der parallele
Einsatz dieser locusspezifischen DNA-Sonden neben den
Gblichen konventionellen Blutgruppensystemen erméglichte
u. a. die praktische Ermittlung der falschlicherweise nichtaus-
geschlossenen Nichtvéter. Sie betragen fiir

MS1 3.8%
MS31 7.8 %
MS43 6,6 %
G3 2,8 % und
YNH24 6,3 %

Bei Verwendung aller 5 Sonden betragt demnach die Anzahl
der nicht erkannten Nichtvater 0,00003 % oder 3 in 10
Millionen.

Der eindeutige autosomal-kodominante Erbgang dieser Poly-
morphismen gestattet andererseits eine Quantifizierung der
sog. Vaterschaftswahrscheinlichkeit nach den bisher (bli-

- chen Regeln des Essen-Méller-Verfahrens.

Interessante Ergebnisse von DNA-Analysen
bei Gutachtenfallen mit isolierten Ausschlis-
sen (P- bzw. Duffy-System) im erweiterten
serologischen Gutachten

J. Bertrams, U. Hintzen, D. Padeberg, A. Mirmesdagh, B. O. B6hm,
P. M. Schneider, Ch. Rittner, P. Birkner, E. Osterhaus
Essen/Frankfurt/Mainz/Duisburg

Bei zwei Gutachtenfallen lagen nach weitestgehender Aus-
schopfung bestehender serologischer Untersuchungsmaég-
lichkeiten (20 Systeme incl. HLA) isolierte AusschluBkonstel-
lationen im Duffy- bzw. P-System vor.

Der W-Wert lag unter Beriicksichtigung der restlichen Syste-

me bei 99,95 bzw. 99,397 %. Weiterfiihrende DNA-Analysen

(HLA-Gene, Insulin-Gen, Minisatelliten) filhrten einerseits

zum eindeutigen AusschluB3 der Putativ-Véater. Andererseits

gab die deutlich erh6hte Rate gemeinsamer DNA-Fragmente

zwischen Kindesmutter und Putativ-Vater (Inzest-Fall) bzw.

zwischen Kind und Putativ-Vater im sog. DNA-Fingerprinting

einen starken Hinweis auf eine mogliche Verwandtschaft
zweiten Grades zwischen diesen Personen. In beiden Fallen

existierten Brider der untersuchten Putativ-Viter.



Kurzgutachten in der Ehelichkeitsanfechtung

M. Muche, W. Martin, H. H. Hoppe,
Institut fur Blutgruppenserologie und Genetik,
Holsteinischer Kamp 67, 2000 Hamburg 76

Abgekirzte Abstammungsgutachten (Kurzgutachten) wer-.

den seit etwa finf Jahren eingesetzt, um in Fillen, in denen
die prozessuale Lage eindeutig zu sein scheint, die Kosten
mdglichst gering zu halten, ohne auf den hohen Beweiswert
eines Gutachtens verzichten zu missen. In ein Kurzgutach-
ten aufgenommen wird eine begrenzte Zah! von Systemen
(hier: ABO, MNSs, Rh, Fy, Jk, Gc Subtyp., C3, SEP und PGM

Subtyp.) mit einem méglichst giinstigen Verhaltnis aus Ko- -

sten und der allgemeinen AusschlieBungschance AVACH
(hier AVACH > 0.9). An die Inauftraggabe von Kurzgutachten
sind strenge Indikationen zu stellen: 1. Die (ibereinstimmende
Erklarung von Kindesmutter und Mann, daB dieser nicht der
Erzeuger des Kindes ist, und 2. die Bereitschaft der Erwach-
senen, sich erforderlichenfalls ein zweites Mal Blut entneh-
men zu lassen, falls aus organisatorischen Griinden die
Untersuchung aus verwahrten Proben nicht méglich ist. Bei
dem Kind werden anlaBlich der ersten Entnahme bereits alle
Systeme untersucht. :

Diese Untersuchung hat zwei Ziele: Zum einen eine Uberprii-
fung der Leistungsfahigkeit eines Kurzgutachtens in der Praxis

an einem gréBeren Kollektiv von Gutachten und, daraus:

abgeleitet, die Beantwortung der Frage, ob die ibereinstim-
mende Aussage der ProzeBbeteiligten sich als so zutretfend
erwiesen hat, daB Uber die Notwendigkeit von Gutachten in
Anfechtungsverfahren tiberhaupt nachgedacht werden kann.

Als Untersuchungsmaterial dienen 265 Kurzgutachten (Januar
1986 bis April 1990), die auf ihr Ergebnis hin untersucht
wurden. Von besonderem Interesse sind hier zunichst die
Faélle, in denen allein aufgrund des Kurzgutachtens ein voll
beweiskréaftiger AusschluB (mind. 2 ausschlieBende Syste-
me) festgestellt werden konnte, und die Falle, in denen in
weiterfiihrenden Gutachten die Vaterschaft positiv festge-
stelit werden konnte. Da bei der Annahme der Gutachtenauf-
trdge auf die Einhaltung der eingangs erwéahnten Vorausset-
zungen geachtet wurde, kann diese Haufigkeit tatsachlich als
Gradmesser fiir die Richtigkeit der Aussage der ProzeBbetei-
ligten dienen.

Ergebnisse: In 67,2 % aller Falle wurde die Nichtvaterschaft
durch das Kurzgutachten eindeutig festgestelit. In 23 %
fanden sich isolierte AusschlieBungen, die die Aussagen
weiter stitzen. Von diesen Fallen wurde nur etwas Uber die
Halfte einer weiteren Begutachtung unterzogen. Ininsgesamt
17 Fallen (6,4 %) wurden AusschlieBungen erstim weiterfih-
renden Gutachten erkannt. In 3 Fallen lieferte das Kurzgut-
achten keinen AusschluB bei (relativ) hohen W-Werten von
ca. 96 - 99,5 %, wahrend in weiteren 6 Fallen der positive
Vaterschaftsbeweis im weiterfuhrenden Gutachten erbracht
werden konnte. e

Auswertung: Die Gesamthéaufigkeit an festgesteliten Aus-
schlieBungen liegtbei 96,6 %. Damitist zundchst ein Kurzgut-
achten in der iberwéltigenden Mehrheit der Félle als berech-
tigt anzusehen: Die Aussagen wurden untermauert. 77 %
aller Falle wurden nach Einholung eines Kurzgutachtens
entschieden. Dieser Wert rechtfertigt den Einsatz des Kurz-
gutachtens im Sinne einer 6konomischen ProzeBfihrung -
die tibrigen 23 % wurden einer weiterfiinrenden Begutach-
tung unterzogen. Inimmerhin 6 Fallen konnte die Vaterschaft
positiv festgestelit werden. Die Haufigkeit der Falle, in denen
nicht antragsgeméaB entschieden wurde, liegt also zwischen
2,3 und 3,4 % (einschl. 3 Fallen ohne AusschluB mit hohem
W). Es I48t sich damit feststellen, daB Gutachten in Ehelich-
keitsanfechtungsverfahren unverzichtbar sind. Das Kurzgut-
achten bietet hier die Méglichkeit der Kostenminimierun,

ohne Verlust an Beweiswert. :

Ein Beitrag zum sog. Kurzgutachten in
Anfechtungsfallen

W. Stangel, D. Stangel
Hannover

Dje Erstattung von Vaterschaftsgutachten erfahrt haufig dadurch
eine wesentliche Verzégerung, daB die Beteiligten der Auffor-
derung zur Blutentnahme nicht Folge leisten.

Aus dieser Sicht wurde bei 311 Anfechtungsverfahren retro-

spektiv tiberpriift, wie viele erneute Einbestellungen der Be-

teiligten zur Blutentnahme die Anwendung eines sog. Kurz-

gutachtens unter dem Einsatz der Systeme ABO, MNSs, Rh,

’i:y, JK, Ge-IEF, C3, SEP und PGM-IEF zur Folge gehabt
atte.

Bei 46 von insgesamt 172 AusschluBkonstellationen wiren
diese in 2 und mehr Merkmalssystemen erst nach einer
erneuten (zweiter) Blutentnahme bei allen Beteiligten festge-
stellt worden, davon in 7 Verfahren erst nach einer dritten
Blutentnahme (Einbeziehung der HLA-Merkmale).

In87 Verfahren voninsgesamt 139 Anfechtungen, in welchen
die Vaterschaft letztlich erwiesen wurde, hatte bei Anwen-
dung des sog. Kurzgutachtens ein Aussagekréftiges Ergeb-
nis erst nach erneuter (zweiter) Blutentnahme bei allen Betei-
ligten erarbeitet werden kdnnen, in 52 Verfahren hitten die
Beteiligten ein drittes Mal zur Blutentnahme einbestellt wer-
den missen (Erganzung der HLA-Merkmale).

Die Anwendung eines sog. Kurzgutachtens bei insgesamt
311 Vaterschaftsanfechtungen hitte in 185 Verfahren
(59,49 %) kein aussagekraftiges Ergebnis gebracht und bei
allen Beteiligten wére eine erneute (zweite) Blutentnahme er-
forderlich gewesen. :

In 59 Verfahren (18,97 %) hétten alle Beteiligten ein drittes
Mal einbestellt werden mussen (Erganzung der HLA-Merk-
male).

Bei der Erstattung eines sog. Basisgutachtens, das a priori 26
Erbmerkmalssysteme einbezieht, wurde in 81 % aller Verfah-
ren bereits nach einmaliger Blutentnahme ein aussagekrafti-
ges Ergebnis (AusschluB oder Vaterschaft biostatistisch
erwiesen) erarbeitet, nur in 18,97 % war eine zweite Einbe-
stellung zur Einbeziehung der HLA-Merkmale erforderlich.

DER-CONGRESS wird zum

16'"" World Congress of Anatomic
and Clinical Pathology

Vancouver/Kanada, vom 22. bis 27. Juni 1991
ein glinstiges Reiseangebot anbieten.

Dariiber hinaus bieten verschiedene AnschluBreisen Gele-
genheit, Land und Leute ein wenig kennenzulernen.

Wenn Sie mehr Gber unser Angebot erfahren mochten, for-
dern Sie doch einfach unseren ausfihrlichen Reisepro-
spekt an bei:

Deutsches Reisebliro GmbH
DER-CONGRESS
- 711/Md
Postfach 1007 01
6000 Frankfurt 1
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Zur Problematik des sog. Kurzgutachtens bei
Ehelichkeitsanfechtungsklagen

J. Bertrams
Essen

200 Gutachten zu Ehelichkeitsanfechtungsklagen der letzten
Jahre wurden retrospektiv chronologisch auf die Aussagefé-
higkeit eines sog. Kurzgutachtens unter Bericksichtigung der
Merkmale ABO, Rh, Fy, Jk, Gc, C3, SEP und PGM analysiert.

>2 vollwertige Ausschllsse fanden sich in lediglich 18 %, ein-

vollwertiger AusschluB in weiteren 26 %. Hinweis auf Nichtva-
terschaft aufgrund einer oder mehrerer entgegengesetzter
Reinerbigkeiten fand sich in weiteren 7 %. In weiteren 8,5 %
fanden sich ein- oder mehrere vollwertige Ausschliisse ledig-
lichim erweiterten Gutachten, in 0,5 % ausschlieBlich im HLA-
Antigen System. Zu keinem AusschluB im erweiterten Gut-
achten einschlieBlich HLA-Gutachten fiihrten die Untersu-
chungen in 40 % der Falle. In diesen Fallen konnte die
Vaterschaft eindeutig nachgewiesen werden.

Somit hatte das o. g. Kurzgutachten in lediglich 44 % einen
bzw. zwei Ausschlisse erbracht. In 59,1 % dieser Gutachten
wurde ein erweitertes Gutachten erforderlich, um mindestens
zwei vollwertige Ausschliisse zu erreichen.

Diese Zahlen spiegeln das Verhalten zahireicher Richter
wider, bei prozessual eindeutiger Sachlage, d. h. bei entspre-
chender und Ubereinstimmender, fiir den Richter glaubhafter
Erkldrung aller ProzeBbeteiligten, auf ein Gutachten zu ver-
zichten. .

Die generelle Empfehlung bzw. Einflihrung eines Kurzgut-
achtens erscheint aus diesem Grunde wenig sinnvoll.

Anmerkuhgen zum “erweiterten” Blutgruppen-
gutachten

D. Kasulke, Th. Dengler,
DRK-Blutspendezentrale Baden-Baden

Entsprechend den neuen Richtlinien (seit 15. 3. 1990) des
Bundesgesundheitsamtes miissen. 16 verschiedene Merk-
malsysteme bei der Erstattung von Blutgruppengutachten
beriicksichtigt werden. Hierbei handelt es sich um Mindestan-
forderungen.

Mehr als 50 Blutgruppengutachten aus dem Jahr'1990 sind
von uns nach ihrer Aussagekraft statistisch ausgewertet
worden.

Unabhéngig davon, ob der in die Begutachtung.einbezogene
Mann Kléger, Beklagter oder Zeuge ist, kénnen in 58 % der
Félle die Manner nicht von der Vaterschaft ausgeschlossen
werden, in 42 % erfolgt ein AusschluB.

In Nichtehelichkeitsfallen kénnen 66 % aller untersuchten
. Manner nichtausgeschlossen werden, wahrend 34 % von der
Vaterschaft auszuschlieBen sind.

In Anfechtungsfallen betragt die AusschluBrate der involvier-
ten Manner 80 %, wahrend 20 % hier nicht von der Vater-
schaft ausgeschlossen werden kénnen.

Die Probanden werden von uns im “erweiterten” Blutgruppen-
gutachten in 27 - 30 Blutgruppensystemen einschlieBlich
Anwendung der Subtypisierung mittels isoelektrischer Fokus-
sierung untersucht. .

In NichtausschluB- und in AusschluBfallen wird die Effizienz
der “erweiterten” Gutachten (= A) mit derjenigen der Norm-
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(= Basis-/Standard-)Gutachten (= B) (16 Systeme) und der
Kurzgutachten (= C) (9 Systeme) verglichen.

1990
NICHTAUSSCHLUSSE

W (%) A B c
299,73 % 87 % 33 % 13 %
z 99% 7% 30 % 27 %
z 9% 3% 239% 40 %
2 90% 3% 0% 3%
< 90% 0% 14 % 17 %
1990
AUSSCHLUSSE
Anzahl der A B [+
Ausschliisse .
<2 ‘ 0% 31,8 % 27.3%
2 13,6 % 27,3 % 31,8 %
3 18,2 % 22,7 % 27,3 %
4 27.3 % 9.1% 13,6 %
5 9,1 % 9,1%
6 18,2 % - -
7 9.1%
8 4.5 % - -

Bei allen in Kolumne A aufgefiihrten NichtausschluBfalien
sind zwischen W = 90 % und W = 99 % zuséatzliche HLA-
Typisierungen vorgenommen worden; in s&mtlichen Fallen
wurde anschlieBend die Drei-Sigma-Grenze von W=99,73 %
Uberschritten, so daB die Vaterschaft in allen Fallen “praktisch
erwiesen” ist. - In AusschluBfallen sind als Minimum 2, als
Maximum 8 Ausschllsse festgestellt worden.

Damit ist das “erweiterte” Blutgruppengutachten - ggfs. in ..
Verbindung mit zusatzlichen HLA-Merkmalsbestimmungen -
im Gegensatz zu Norm- und Kurzgutachten ein hochgradig
effizientes Beweismittel fiir oder gegen Vaterschaft und kann
sowohl in NichtausschluB- als auch in AusschluBféllen eine
eindeutig verwertbare richterliche Uberzeugung vermitteln,
so daB zur Untersuchung von DNS-Polymorphismen zur Zeit
keine dringende Notwendigkeit besteht.

Verwandte Probanden in HLA-Ergénzungs-
gutachten

.

H. Waltz, G. Geserick
Berlin

Der hohe Beweiswert von HLA-Untersuchungenin der Pater-
nitatsbegutachtung ist unumstritten. Das HLA-System hat



sich bei komplizierten Fallen besonders gut bewahrt. Es wird
uUber die Effizienz von HLA-Untersuchungen bei 46 Ergan-
zungsgutachten mit insgesamt 103 Prasumptivvater-Kind-
Konstellationen berichtet.

In 24 Fallen handelt es sich bei den in die Begutachtung
einbezogenen Kindern um Zwillinge bzw. Geschwister; bei
weiteren 22 Fallen waren sowohl Vater und Sohn als auch
Brider (z. T. Zwillinge) der Vaterschaft bezichtigt worden.

Insgesamt wurden 38 Vaterschaftsausschliisse durch das
HLA-System bzw. auch durch zusatzlich in die Untersuchung
einbezogene Systeme analysiert. Von den 65 Nichtausschliis-
sen erreichten 47 das Pradikat “Vaterschaft praktisch erwie-
sen” in der verbalen Interpretation nach Hummel.

ID-Microtyping System in der praktischeh An-
wendung :

A. Arndt-Hanser,
Hochhaus Augustusplatz, 6500 Mainz/Rhein

Die Gelmethode (ID-Microtyping System DIAMED) ist neben
den herkdmmlichen Methoden eine echte Alternative zur
Bestimmung von erythrozytédren Blutgruppenantigenen. Sie
besticht durch ihre einfache schnelle Handhabung sowie ihre
klaren Reaktionsergebnisse, fir deren Ablesung kein Auf-
schutteln erfolgt und bei der, auch wenn erst nach Stunden
abgelesen wird, das Reaktionsmuster erhalten bleibt. Negativ
ist eine Reaktion, wenn alle Erythrozyten das Gel durchwan-
dert und sich am Boden des Gelréhrchens als roter Knopf
abgesetzt haben. Positiv ist eine Reaktion, wenn die Aggluti-
nate als roter Strich auf dem Gel oder aber Agglutinate im Gel
venteilt sichtbar sind. Letzteres ist vorwiegend bei der Bestim-
mung der coombsreaktiven Antigene der Fall. Aus der sero-

logischen Laborroutine wurden Reaktionsbilder der folgen-.

den Blutgruppenbestimmungen demonstriert: ABO, D, Se-
rumgegenprobe, Rh-Untergruppen, Kell, Duffy. (ab), Kidd
(ab), Lutheran (ab), P1, MNSs, Cellano, Kp (ab).

Unspezifische Reaktionsausfélle, bedingt durch Antikérper ‘

im Probandenserum oder dem verwendeten Antiserum, wurden
diskutiert und die Klarung durch die Antikérperbestimmung
mittels der Liss-Coombskarte oder Enzymkarte aufgezeigt.
Besonders zu beachtenist;daB beider Bestimmung coombs-
reaktiver Blutgruppenantigene Duffy, Kidd usw. nur Testse-
ren, die keine Begleitantikérper enthalten, verwendet werden
diirfen, da diese bei der sensitiven Gelmethode das spezifi-
sche Reaktionsergebnis verfélschen kénnen. Daher muB ein
nicht fiir das ID-System deklariertes Testserum erst auf
Begleitantikérper und hinsichtlich der geeigneten Verdiin-
nung ausgetestet werden, um einwandfreie Ergebnisse zu
erzielen. ‘ a

In Kiirze werden auch fiir die Bestimmung der coombsreak-
tiven Blutgruppenantigene Gelkarten verfiigbar sein, in de-
nen auch das jeweils spezifische Antiserum enthalten ist, so
daB nur die im vorgeschriebenen Diluent aufgeschwemmten
Erythrozyten des Probanden in die Gelréhrchen getropft
werden miassen. Damit wird die Bestimmung vieler Blutgrup-
penantigene in einem Ansatz also noch weniger arbeitsinten-
siv und noch zeitsparender méglich. Ein wesentlicher Vorteil
der Gelmethode ist die Zeitunabhangigkeit fur die Ablesung
der Reaktionsergebnisse.

An der Brauchbarkeit der Gelmethode zur Bestimmung von
Blutgruppenantigenen und far die Erfassung von Antikbrpern
besteht kein Zweifel. Gute Ergebnisse erfordern allerdings
ebenso wie bei den herkémmlichen Methoden exaktes Arbei-
ten.

Uber den Aufbau des Rh-Genkomplexes

W. Helmbold
Meckesheim

_Eine theoretische Arbeit aus dem Jahre 1959 wird mit den
inzwischen gefundenen Daten verglichen. Es zeigt sich, daB
die seinerzeit aufgrund des damaligen Wissensstandes auf-
gestellte Hypothese auch heute noch zu halten ist und die
Befuqdz der letzten Jahre zwanglos in das System einzuord-
nen sind.

Insbesondere gilt dies auch fiir die Strukturen, die zu den
sogenannten Kategorien der D-Antigene fiihren.

Es wird erlautert, warum auch heute noch die Annahme als
richtig gelten kann, daB der Rh-Genkomplex als eine kontinu-
ierliche Reihe von genetischen Informationsbereichen im
Sinne der DNS-Strukturen aufgefaBt werden kann, durch
welc(:ihe die einzelnen Epitope des Rh-Komplexes gesteuert
werden.

Eine systematische Analyse des Aufbaues des Rh-Genkom-
plexes wird durch den Einsatz des hohen Aufldsungsvermé-
gens monoklonaler Antikérper erwartet. Die Reihenfolge der
genetischen Informationen auf dem Chromosom wird sich mit
Hilfe weiterer polyklonaler Antikérper aus speziellen Immuni-
sierungskombinationen aufschliisseln lassen.

Eine Kontrolle ist spater mit Hilfe geeigneter genetischer
Sonden zu erwarten, so daB der direkte Zusammenhang
zwischen DNS-Code und Rh-Epitopen eines Tages aufge-
kiart sein wird.

Damit werden klassische polyklonale und monoklonale blut-
gruppenserologische Techniken durch moderne gentechno-
logische Methoden ergéanzt und gemeinsam die tatsachlichen
genetischen und phéanotypischen Strukturen des Rh-Komple-
xes offengelegt.

Klassifizierung und Charakterisierung von PI-
Mangeltypen mit “stummer Information”

S. Weidinger
Institut fir Anthropologie und Humangenetik der Universitat,
Richard-Wagner-Str. 10/, 8000 Miinchen 2

Beim Menschen ist das AIpha;Antitr‘ypsin (a1AT) einer der
bedeutendsten Proteaseninhibitoren (Pl) im Plasma. Seine
wichtigste physiologische Funktion istdie Hemmung leukozy-
tarer Proteasen, insbesondere der Elastase. Ein Mangel
dieses Inhibitors geht bei Erwachsenen nicht selten mit einer
bronchopulmonalen Krankheit einher; bei Kindern hingegen
beobachtet man haufiger eine Assoziation mit infantiler Hepa-
topathie.

Das am héufigsten vorkommende Defektallel ist P1*'Z, wel-
ches bei europaischen Bevolkerungen eine Frequenz von
0.01-0.02 erreicht. AuBer dem Z-Typ existieren im PI-System
mehrere seltenere Mangeltypen (Mmalton, Mprocida, Mheer-
len, Mduarte, Mrouen, Mcobalt und Mlike), die einen Plasma-
spiegel von <10 % der Norm aufweisen. Kein a1AT oder <1
% der Normalkonzentration findet man bei Tragern von soge-
nannten “stummen” Allelen oder Nullallelen (QOgranite falls,
QObellingham, QOhongkong, QObolton, QOmattawa und
QOludwigshafen). Die Allelfrequenz dieser seltenen, oft
unauffilligen Pl M- und Pl QO-Mangeltypen wird insgesamt
auf etwa 0.001-0.0001 geschatzt. Haufigste Ursache fir die
Entstehung solcher Mangeltypen sind Punktmutationen und/
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oder Deletionen mit Leserasterverschiebung, die zu einem
instabilen a1AT-Molekil fihren oder einen vorzeitigen Ab-
bruch in der Biosynthese bewirken.

Die Klassifizierung der PI-Phanotypen erfolgt normalerweise
mit der hochaufldsenden isoelekirischen Fokussierung im
Polyacrylamldgel des pH-Bereichs von 4.2-4.9. Damit lassen
sich im hochpolymorphen PI-System die sechs haufigen M-

Subtypen (M1, M1M2, M2, M1M3, M2M3 und M3) sowie die
meisten genetischen Varianten, von denen heute liber 60
bekannt sind, eindeutig bestimmen. Zur sicheren Differenzie-
rung der PI M- und PI QO-Mangeltypen, die in heterozygotem
Zustand meist nur geringfligig abgeschwéchte Bandenmu-
ster aufweisen und deshalb auch oftmals von Normaitypen
schwer zu unterscheiden sind, ist eine DNA-Analyse mit
RFLP und/oder PCR-Technik erforderlich. Durch Anwendung
dieser Methoden ist es in jlingster Zeit gelungen, die Mangel-
typen Mmalton, Mprocida und QOriedenburg bei Vaterschafts-
fallen, in denen eine “stumme Information” aufgrund von
entgegengesetzter Reinerbigkeit flir wahrscheinlich gehalten
wurde, eindeutig zu identifizieren.

ORM1-Polymorphismus: Vergleich von
Immunoprint und Lectinoblot

D. Mohrent, G. Mauff!, J. Beuth', G. Pulverer®, A. Hoffmann?,
F. E. Krapf®

1) Institut far Medizinische Mikrobiologie und Hygiene

2) Klinik und Poliklinik || fir Innere Medizin, Universitét zu Kéin
3) Medizinische Klinik 1Il, Universitat Erlangen

Das saure alpha-1-Glykoprotein, auch als Orosomucoid (ORM)
bezeichnet, gehdrt zu den Akute-Phase-Proteinen und be-
sitzt immunmodulatorische Eigenschatften. Es scheint ferner
im Verlauf des Systematischen Lupus Erythematodes (SLE)
eine Rolle zu spielen. ORM, erstmals 1961 als polymorph
beschrieben, wird von zwei unabhdngigen Strukturgenen
kodiert: ORM1und ORM2. Am ORM1-Lokus sind drei haufige
Allele, ORM1*F1, ORM1*F2, ORM1*S, und mindestens ein
seltenes Allele bekannt, am ORM2-Lokus das Allele A sowie
seltene Allele. Durch den Nachweis des kodominanten Erb-
gangs ist der ORM1-Polymorphismus auch fiir Abstammungs-
gutachten interessant geworden. Neben den Uiberwiegend
immunochemischen Nachweisverfahren ist die Eigenschaft
der Lektinbindung zur Darstellung von ORM Phéanotypen
beschrieben worden.

In der vorliegenden Arbeit wurde priméar die Anwendung von
“Lectinoblots” im Vergleich zum “Immunoprint” mittels iso-
elektrischer Fokussierung (IFO)-bei 262 nichtverwandten
Personen aus 132 Abstammungsgutachten untersucht. Dar-
Uber hinaus wurden bei 75 SLE-Patienten (Eingangskrite-
rium: antinukleare Antlkorper positiv) die ORM-Phéanotypen
bestimmt.

Die Untersuchung der ORM-Phanotypen erfolgte in Anleh-
nung an die von Weidinger et al. beschriebene Methode durch
PAGE-IFO im Bereich pH 4,7 - 4,9 mit desialisierten Serum-
proben und anschlieBendem Immunoprint (anti-ORM, Dako-
patts, 1:4). Lectinoblots wurden auf Nitrocellulose BA 85
(Schleicher & Schiill) mit den Lektinen Concanavalm A(CON
A, Serva), Ricinus communis (RCA, Sigma) und Tricium
vulgaris (WGA, Sigma) durchgefiihrt. Die Entwicklung der
CON A Blots erfoigte direkt mit Peroxidase VI, RCAund WGA
wurden PO-konjugiert eingesetzt.

Aus den Ergebnissen ist zu schlieBen, daB die verwandten
Lektine zur Darstellung des ORM1-Polymorphismus .bei
genetischen Fragestellungen nicht geeignet sind. Wahrend
sich mit CON A (alpha-D-man / alpha-D-glc - spezifisch) ein
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polymorphes Bandenmuster im F2-Bereich darstellte, wel-
ches aber nicht sicher dem ORM zuzuordnen war, zeigt sich
bei RCA (beta-D-gal / D-galNAc - spezifisch ebenso wie Allo
A nach Umetso et al.) ein Bandenmuster, das man als
Summe der Bandenmuster nach CON A und anti-ORM
ansehen kann. Nach WGA ((D-glcNAc), / NeuNAc - spezi-
fisch) fanden sich keine Banden. Mittels Immunoprmt wurden
alle ORM1-Phénotypen, mit Ausnahme des homozygoten
F2-Typs gefunden. Die Unterscheidung der Phanotypen F1
und F1F2 betrachten wir allerdings als kritisch, weshalb
dieser Differenzierung bei gutachterlichen Fragestellungen
besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden muB. Die
Verteilung der ORM1-Allele aus der Gutachtenstichprobe
ergab fir ORM1°F1 0,5534, fir ORM1°F2 0,0344 und fir
ORM1*S 0,4122. Daraus folgert, im Einklang mit anderen
Untersuchungen, eine theoretische AusschluBwahrschein-
lichkeit fiir Nicht-Véater von 22,6 %. Die ORM1-Allelfrequen-
zen bei den 75 SLE-Patienten wichen mit 0,5867 fiir ORM1*F1,
0,1000 fir ORM1*F2und 0,3133 fir ORM1*S signifikant von
denen der gesunden Kontroligruppe aus Gutachtenféllen ab.
Der groBte Unterschied fand sich fiir das Vorkommen des
ORM1 F2-Allels mit 20 % (SLE) zu 6,9 % (Kontroligruppe,
p < 0,005 Fishers exakter Test, Bonferroni-korrigiert). Da
scheinbar Unterschiede in der Lektinbindungskapazitat der
einzelnen ORM1-Allotypen bestehen, lieBe sich die immun-
modulatorische Funktion des ORM als Erklarung fiir die hier
gefundene Assoziation zur SLE-Erkrankung heranziehen.
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Zur forensischen Anwendung des
A2HS-Polymorphismus

G. Geserick, A. Correns, H. Schroder, P. Otremba,
Institut flr Gerichtliche Medizin der Humboldt-Universitat,
Hannoversche Str. 6, 1040 Berlin

Wéhrend der A2HS-Polymorphismus bisher meist durch
Immunoprinting oder durch Immunoblotting nach isoelektri-
scher Fokussierung (IEF) dargestelit wurde, empfehlen die
Autoren eine  methodische Variante. Unmittelbar nach IEF
wird eine direkte Immunfixation durchgefiihrt (Gabe des Anti-
A2HS von ATAB direkt auf die Geloberflache, Einwirkung 30
Min.). Nach den Ergebnissen der Verfasser ist diese Darstel-
lung den indirekten Verfahren lberlegen, verbraucht aller-
dings mehr Antiserum und ist von geringerer Empfindlichkeit
(bei spurenkundlichen Untersuchungen zu beachten).

In einer Stichprobe der Berliner Bevélkerung (n = 513) wurde
folgende Verteilung ermittelt: A2HS*1 = 0.6598, A2HS*2 =
0.3392, A2HS*3 = 0.0010. Die Frequenzen sind denen ande-
rer deutscher Populationen sehr dhnlich (vgl. Weidinger u. a.
1984; Mendner und Kihnl 1986; Lattke und Schénberger
1988; Luckenbach u. a. 1988). Die von Weidinger u. a. errech-
nete AVACH in Héhe von 17,8 % ist auch hier zutreffend.

An 129 Mutter-Kind-Paaren wurden keine Abweichungen von
der Erbregel festgestellt.

In 156 Paternitatsgutachten wurde die praktische Brauchbar—
keit. ' des A2HS-Systems (berpriift. Die erhaltenen Vater-
schaftsausschliisse (15/156 = 9,6 %) belegen den Wert des
Systems. Zu beriicksichtigen ist hierbei, daB es sich um ein
selektiertes Gutachtenmaterial handelt (es waren bereits
Normgutachten ohne AusschiuB bzw. in 2 Féllen mit entge-
gengesetzter Homozygotie vorausgegangen). 11 der 15
Ausschliisse wurden in zusétzlichen Systemen bestatigt.



Varianten im Faktor XIlIB-System

' H.J. Leifheit,
Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes,
Muinchen

Ein genetisch determinierter Pltotéinpolymorphismus der

B-Untereinheit des menschlichen Gerinnungstaktors Xlil (FXI- -

11B) wurde erstmals von Board 1980 mittels Agarose Gelelek-
trophorese und Immunfixation beschrieben. Das postulierte
Modell mit den drei haufigen Allelen FXIIIB*1, B*2 und B*3
konnte von anderen Autoren bestéatigt werden.

Zur Differenzierung seltener Varianten erwies sich die iso-
elektrische Fokussierung (IEF) als nutzlich. Eine erhebliche
Verbesserung des Aufidsungsvermégens der |IEF wird durch
die Verwendung immobilisierter pH-Gradienten erreicht. Dies
ist einerseits flr die Trennung der Banden von B1 und B2, als
auch fir die Differenzierung neuer Varianten von Bedeutung.
Eine Darstellung des FXIIIB-Systems aus Plasmaproben,
ohne langwierige Konzentrierungsschritte, ermdglicht die
Kombination der IEF mit einem Diffusionsblot und der Ver-
wendung eines Dianisidine-Visualierungsverfahrens.

Mit den Referenzproben FXIIB 17-1, 18-1 und 20-3 von Dr.
Dykes®, USA, wurden unsere Varianten Uberpruft. Die Allel-
produkte B*17 und B*18 zeigen eine Hauptbande zwischen
B*6 und B*4, FXIIIB*20 liegt zwischen B*4 und B*3.

Es konnten in der siiddeutschen Bevolkerung neben den drei
haufigen Allelen die Varianten FXIIIB*4 (4-1, 4-2,4-3), B*6 (6-
2), B*20 (20-1) und eine weitere Variante, zwischen B*20 und
B*3 gelegen und mit B*25 bezeichnet, gefundén werden. Das
neue Allel FXIIIB*25 war sowohl bei der Mutter als auch bei
ihrem Kind in der Phanotypenkonstellation FXIliB 25-1 nach-
weisbar._ '

Die Untersuchung von 2.424 nicht verwandten, gesunden
Probanden aus dem siddeutschen Raum ergab folgende
Verteilung der Allelfrequenzen: FXIIIB*1 = 0.7603, B*2 =
0.0815, B*3 = 0.1549, B*4 = 0.0023, B*6 = 0.0004, B*20 =
0.0002 und B*25 = 0.0002.

Die aus den Allelfrequenzen errechnete isolierte, allgemeine
VaterschaftsausschluBchance (AVACH) hat einen Wert von
22,35 %.

Literatur:
Board P. G. (1980) Am. J. Hum. Genet. 32: 348-353.
Dykes D. D., Graham K., Johnson K., Miller S., Mount C., Polesky H. (1988) Advances in

. Forensic Haemogenetics 2, Ed. W. R. Mayr, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 125-132.

Leitheit H.-J., Cleve H. (1988) Electrophoresis 9: 426-429.

“Ich danke Dr. Dale Dykes fiir die Uberlassung der Referenzseren

r— ™\

NovaPath SP

~ derideale
- Pipettierautomat
far thr Labor

O Simultaner Flissigkeits-
transfer von
4 Patientenproben

O Frei-programmierbar
O Ausgezeichnete Prazision
O Keine Proben-Vers_chIeppung

O Einfache Bedienung

|

BIO-RAD Laboratories GmbH
Diagnostica

Heidemannstr. 164

8000 Minchen 45

Tel. (089) 31884140

L ) J

Lab.med. 14: 481 (1990) 481





